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Resume 
Cette mission est la deuxieme du Cirad-Emvt en Ouganda cette annee 2004. Cette 
mission a ete programmee suite a une decision commune prise entre 1' ambassade de France 
en Ouganda et l'agent Cirad-Emvt en place en Ouganda. Son objectif etait de faire une 
premiere evaluation sur la faisabilite technique et institutionnelle d'une analyse de risque sur 
deux zoonoses majeures, la tuberculose et la brucellose, cette evaluation interessant la 
composante 2 du projet FSP « Concertation agricole et structuration des filieres ». Dans cette 
optique, il convenait notamment de catalyser le travail de PhD d'un chercheur ougandais de 
l'Universite de Mbarara. Ainsi outre un approfondissement sur la problematique abordee dans 
ce PhD, il convenait de tracer les lignes directrices qui pourraient constituer !'architecture de 
cette these, d'activer le demarrage du travail en particulier en rencontrant les differents 
partenaires potentiels desireux de s'inscrire dans ce travail. Parallelement une reflexion devait 
etre menee sur l'aspect zoonotique de la brucellose. I1 s'agissait egalement d'apporter un 
appui scientifique dans le cadre de formation en epidemiologie a mettre en place par l'agent 
Cirad au sein des Universites de Makerere et de Mbarara. 
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Programme de la mission 
Mercredi 24 mars 04 
~ Depart pom Kampala via Bruxelles 
~ Arrivee a l'aeroport d'Entebbe, rec;u par Patrice Grimaud 
J eudi 25 mars 04 
~ Deplacement a Mbarara 
~ Reunion avec Alban Bellinguez 
~ Reunion de travail avec Frederick Byarugaba 
V endredi 26 mars 04 
~ Rencontre avec le DVO 
~ Entretien avec le Vice Chancelor de l'Universite de Mbarara 
~ Visite du Tuberculosis Ward et entretien avec l'infirmiere responsable du pavillon 
~ Entretien avec Carole Fogg 
~ Visite du laboratoire d'Epicentre dans l'hopital de Mbarara 
~ Reunion de travail avec Frederick Byarugaba 
~ Repas avec Mme Baherle 
Samedi 27 mars 04 
~ Reunion avec les responsables de la cooperative laitiere Sumca 
~ Visite de trois elevages 
~ Retour a Kampala 
Dimanche 28 mars 04 
~ Seance de travail avec Patrice Grimaud 
Lundi 29 mars 04 
~ Reunion de travail a l'ambassade avec Epicentre 
~ Entretien avec Alban Bellinguez 
~ Reunion a Entebbe avec Risto Heinonen et Rose Ademun du Pace 
~ Retour Kampala 
Mardi 3 0 mars 04 
~ Entretien avec le directeur du laboratoire du National TB Programme et du JCRC 
~ Visite des laboratoires du Nat. TB Prgr et du JCRC 
~ Reunion de travail avec Frederick Byarugaba 
~ Seance de travail avec Patrice Grimaud 
Mercredi 31 mars 04 
~ Entretien avec de l'Universite de Makerere 
~ Seance de travail avec Alban Bellinguez 
~ Restitution de la mission a S.E. M. Thiant, Arnbassadeur de France 
~ Seance de travail avec Mme Baherle 
~ Depart pour Bruxelles 
J eudi O 1 avril 04 
~ Depart pour Montpellier via Marseille 
~ Arrivee a Montpellier 
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Liste des abreviations 
ATD Assistant Technique Direct 
CIRAD Centre de Cooperation Internationale en Recherche Agronomique pour le 
Developpement . 
CTO Cellule Technique operationnelle 
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EMVT Departement elevage et medecine veterinaire du CIRAD 
FA Fievre aphteuse 
FSP Fonds de Solidarite Prioritaire 
InVS Institut de veille sanitaire 
JCRC Joint Clinical Research Center 
MAE Ministere des Affaires Etrangeres 
MAAIF Ministry of Agriculture Animal Industry and Fisheries 
ONG Organisation Non Gouvernementale 
PACE Pan African Programme for the Control of Epizootics 
PPA Peste Porcine Africaine 
RP Rinder Pest (Peste Bovine) 
SCAC Service de cooperation et d'action culturelle 
SIG Systeme d'information Geographique 
SUMPCA South-Western Uganda Milk Producer Cooperative Association 
UE Union Europeenne 
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1. Rappel du Contexte 
Depuis 1999 le Cirad-Emvt s'est investi dans l'etude epidemiologique de la tuberculose 
et de la brucellose dans le bassin laitier de Mbarara. Une etude preliminaire a ete conduite en 
1999 par Stephanie Devaux, ont suivi les travaux de Julien Chalimbaud (2000) et Vincent 
Castel (2001). L'un des resultats majeurs des etudes qui ont ete faites dans les elevages du 
bassin de Mbarara est la forte prevalence de ces deux zoonoses, la tuberculose et la 
brucellose, avec des pourcentages respectifs de prevalences troupeau proches de 75 et 56 %, 
et de prevalences animal de 6 et 16 %. De tels chiffres ont alerte les pouvoirs politiques aux 
niveaux les plus hauts, qui ont exprime le souhait de connaitre la part de ces maladies 
animales dans les pathologies humaines, et cela dans un contexte ou la tuberculose pose un 
probleme de sante publique majeur en tant que maladie opportuniste chez les malades infectes 
par le virus du sida. 
Tres sensible aux conclusions des travaux du Cirad sur la tuberculose animale ainsi qu'a 
l'etude du lien tuberculose bovine I tuberculose humaine, le Vice-Chancelier de l'Universite 
de Mbarara a confie un sujet de doctorat a l'un de ses enseignants du service de 
microbiologie, le docteur veterinaire Frederick Byarugaba, qu'il a place sous la supervision 
du chercheur Cirad en paste en Ouganda. Un document de presentation a ete elabore, intitule 
'Etude des facteurs influen9ant la qualite et l'hygiene des produits bovines (viande et lait) : 
Mycobacterium bovis joue-t-il un role dans l'etiologie de la tuberculose humaine dans le 
district de Mbarara ?'. 
2. Objectifs de la mission (cf. Annexe "Termes de reference") 
L'objectif de cette mission est, pour l'expert du Cirad-Emvt, d'apporter un appui 
scientifique et technique en particulier dans les domaines suivants : 
• Evaluation du sujet de these d'un PhD a l'Universite de Mbarara 
• Elaboration d'un protocole d'etude du risque de la transmission de la tuberculose et 
de la brucellose a l'homme 
• Identification des partenaires de l'etude et des taches devalues a chacun d'entre eux 
• Evaluation des outils existants et des besoins pour la realisation de l'etude 
• Etude de l'insertion des outils identifies dans la mise en place d'un reseau 
d'epidemio-surveillance a l'echelle du district 
• Formation : 
Aide au ciradien en paste dans le cadre de son affectation a 
l'Universite de Mbarara presentation de support de conferences en 
epidemiosurveillance, epidemiologie et analyse du risque. 
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3. Presentation generale de la lutte et du controle de la Tuberculose et de 
la Brucellose : 
Dans une politique de controle et de lutte contre une maladie animale il faut tout d'abord 
recolter des informations sur cette maladie, comprendre son mecanisme, sa propagation et 
envisager des mesures permettant sinon son eradication du mains d'arreter sa progression 
voire de diminuer sa prevalence. Ces mesures sont discutees entre les decideurs, les 
financiers ( qui peuvent etre differents des decideurs ), les acteurs de terrain et les scientifiques 
en fonction de differents parametres de faisabilite technique, economique mais aussi sociale. 
La premiere chose a faire est done de recolter des donnees. Celles-ci permettent 
d'alimenter la reflexion. Pour ce faire on peut soit recolter les donnees de fa<;on passive c'est-
a-dire qu'elle sont foumies spontanement sans demarche specifique, soit de fayon active avec 
une organisation specifique dans le but exclusif de surveillance. 
Par ailleurs l 'organisation de la recolte des donnees peut passer soit par la mise en place 
des reseaux d'epidemiosurveillance (recolte active ou passive) qui ont un caractere perenne 
mais ne permettent qu'un traitement descriptif, soit envisager des enquetes epidemiologiques 
(recolte uniquement active) qui ont un caractere limite dans le temps mais peuvent etre 
orientees de maniere plus analytique. 
3.1. Les Enquetes epidemiologiques 
Pour comprendre la dynamique d'une maladie ainsi que son fonctionnement il est 
necessaire de mettre en place des enquetes epidemiologiques. Celles-ci permettent a travers 
l'analyse des donnees qu'elles produisent de constater l'ampleur de la maladie mais elles 
peuvent egalement avoir une visee explicative et ainsi relier la maladie avec des facteurs de 
nsque. 
3.2. Mise en place d'un reseau d'epidemiosurveillance concernant ces zoonoses 
L'epidemiosurveillance est « une methode fondee sur les enregistrements en continu 
permettant de suivre l'etat de sante ou les facteurs de risque d'une population definie, en 
particulier de deceler !'apparition de processus pathologiques et d'en etudier le 
developpement dans le temps et dans l'espace, en vue de !'adoption de mesures 
appropriees de lutte » (Toma et al., 2001). L'epiderniosurveillance se deroule selon 4 
niveaux differents : 
• Recolte de donnees sur la maladie 
• Centralisation des donnees 
• Traitement des donnees 
• Communication sur les resultats 
Pour fonctionner il faut done plusieurs structures reliees entre elles au sein de ce qu'il 
convient d'appeler un reseau. 11 y aura done une structure travaillant sur le terrain, au 
contact avec les eleveurs qui aura le role de realiser voire d'organiser la recolte des 
donnees (prelevements ou autre). 11 faudra ensuite un systeme pour faire remonter soit les 
prelevements soit les resultats (si les analyses ont lieu localement) au niveau central ou ils 
seront analyses ou traites. Un feed back doit etre organise afin de conserver une harmonie 
et une motivation du reseau. 
L'organisation et la structuration des differentes entites travaillant conjointement 
(service veterinaire, groupement d'eleveurs, laboratoire) dependra du contexte et de la 
maladie etudiee. 
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3.3. Politique prophylactique 
La prophylaxie correspond a !'ensemble des mesures medicales et hygieniques visant 
a prevenir !'apparition d'une maladie, a en limiter le developpement et a en assurer la 
disparition (Toma et al. , 2001). Il faut distinguer la prophylaxie medicale (vaccination, 
etc.) de la prophylaxie sanitaire (depistage, quarantaine, abattage, desinfection, controle 
des mouvements des animaux, etc.). 
La prophylaxie sanitaire ne peut etre envisagee qu'en milieu peu infecte ou faiblement 
menace (prevalence faible ou nulle), ceci est du a trois contrainte majeure : technique, 
financiere et humaine. 
En milieu fortement infecte, ces mesures fondees sur le principe "depistage-
elimination" des sujets infectes sont fortement discutables. De meme les mesures de 
protection deviennent illusoires compte tenu des relations etroites entre les cheptels par le 
jeu des transactions commerciales et des contacts divers ( echanges, gardiennage, points 
d'eau et itineraires communs ... ). 
};> Pour la tuberculose il faut noter concemant la prophylaxie medicale que les resultats 
obtenus suite a !'utilisation du B.C.G. ont ete tres insuffisants, pour trois raisons : 
• La vaccination limite les risques d' infection, mais elle ne supprime pas le 
risque qu'un animal vaccine puisse devenir excreteur; 
• Les proprietai:res, sachant leurs animaux vaccines, negligent les prescriptions 
sanitaires de prevention, favorisant ainsi, paradoxalement, leur contamination. 
• Il devient impossible de distinguer lors d'un depistage tuberculinique les 
animaux vaccines des animaux infectes. 
Chez l'homme, cet inconvenient est contoume par la mise en reuvre d'examens 
complementaires lourds et couteux (hospitalisation, prelevements bacteriologiques). 
Par consequent, le recours au B.C.G. entre en conflit avec la prophylaxie sanitaire. 
C'est pourquoi en medecine veterinaire son usage est soit proscrit, soit envisage 
seulement dans les conditions particulieres de pays connaissant une forte prevalence 
de tuberculose et pour lesquels il est impossible d' envisager une prophylaxie sanitaire, 
pour des raisons economiques ou organisationnelles, ou bien encore dans des 
circonstances tout a fait exceptionnelles (Benet 2001). 
>- Dans les conditions de milieu fortement infecte le recours a la prophylaxie medicale 
pour lutter contre la brucellose devient une necessite. Ainsi, la vaccination, 
appliquee sur les jeunes animaux, comme sur les adultes, peut presenter un 
double interet : reduire les risques d'infection des bovins exposes a la 
contamination et, surtout, lutter contre la brucellose maladie, en diminuant le 
pourcentage d'avortements dans les cheptels infectes. La protection conferee reste 
neanmoins relative et peut etre facilement vaincue lors de contamination massive. 
Il est impossible, en outre, de preconiser dans ces cheptels une prophylaxie sanitaire, 
fondee sur le depistage serologique. 
En milieu peu infecte, il · est possible d'envisager un protocole de vaccination 
compatible avec une prophylaxie sanitaire fondee sur le depistage serologique et 
!'elimination des bovins reagissant done potentiellement dangereux : la 
vaccination des jeunes femelles bovines (avant la puberte, entre 4 et 6 mois) repond a 
ces exigences. 
Concemant la brucellose le vaccin qui fut utilise en France avant son interdiction 
(passage a la prophylaxie sanitaire) est un vaccin modifie prepare a partir de la souche 
B19 (Buckl9). Il possede une virulence residuelle et son utilisation doit etre 
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etroitement controlee (risque pour l'homme en cas d'inoculation accidentelle et effet 
secondaire chez le bovin adulte). 
4. Evaluation du sujet de these de Frederick Byuarugaba 
Suite a la presentation du protocole initial, l'intitule du sujet a ete revise avec le Dr 
Byarugaba et une proposition d'architecture de la these a ete mise en place. Cf Annexes. 
Ainsi il a ete souligne !'importance de la definition d'une problematique plus generale 
sur le sujet afin de pouvoir repondre aux ambitions scientifiques inherentes a un travail de 
these. 11 est done necessaire d'aller au-dela de la simple etiologie de la tuberculose humaine et 
d'apprehender l'aspect zoonotique de cette maladie d'une fac;on plus globale. 
Ainsi trois parties peuvent etre arbitrairement distinguees : 
• la partie tuberculose humaine (prelevements et enquetes a l'hopital de Mbarara) qui 
sera l'angle d'attaque de la these 
• a partir de la il conviendra d'aborder la partie tuberculose animale (enquetes dans les 
elevages, questionnaires aupres des eleveurs, enquete retrospective sur 
l'environnement des malades humains). 
• Enfin une partie production animale devra etre exploree ( etude de filiere, trac;abilite, 
comportements alimentaires ... ) 
Ce decoupage n' est la que pour permettre une meilleure structuration du travail et des 
differents protocoles a mettre en place, il ne doit en aucun cas subsister dans l'approche 
intellectuelle de la problematique. 11 s'agit au contraire de mettre en rapport le volet humain 
avec l' animal et les produits qui en sont issus, ceci afin de mettre en evidence des facteurs de 
risques ainsi q;ue les populations et les comportements a risques. Cette decomposition en 
facteurs de risques doit ensuite faire place a une reconstruction permettant une evaluation 
d'ensemble du risque zoonotique de la tuberculose. La zone de travail se limitera au district 
de Mbarara. 
D'autre .part il fut egalement explique qu'un travail de these s'inscrit dans une certaine 
duree permettant d'emettre des hypotheses, d'elaborer des protocoles permettant d'y 
repondre, d'assurer la realisation et le suivi de ces protocoles, d'analyser les resultats obtenus 
et de les discuter, d'avancer des reponses ainsi que de nouvelles questions de recherche ... La 
duree de 18 mois tout d'abord proposee par le Dr Byarugaba fut done modifiee pour une 
duree de 30 a 36 mois. Ce point fut egalement aborde avec le vice recteur de l'universite de 
Mbarara. Le premier travail sera done sur une periode la plus courte possible (12 mois 
environ) l'etude sur l'etiologie de la tuberculose humaine au sein de l'hopital de Mbarara. 
Ceci dit il n'est pas inconcevable qu'en parallele puisse se derouler une large enquete 
exploratoire aupres des eleveurs de bovins dans le district de Mbarara afin de commencer a 
explorer le volet animal. 
Remarque 1 : Compte tenu de la duree de la presence du chercheur du Cirad 
actuellement en poste en Ouganda d'une part et d'autre part du projet FSP, il convient de bien 
prevenir l'impetrant des risques de difficultes concemant ses frais de fonctionnement 
(enquetes, analyses ... ) et son encadrement. 11 est done important que !'ensemble des travaux 
de terrain et manipulations de laboratoire soit programme de fac;on la plus detaillee possible 
avec des objectifs bien definis et des echeances claires. La remuneration du thesard etant 
assuree par l'universite, et la communication pouvant etre assuree par internet, les analyses 
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des resultats et la redaction de la these pourront se poursmvre au-dela des durees 
precedemment evoquees. 
Remarque 2 : Compte tenu de la formation initiale du Dr Byarugaba (veterinaire) ainsi 
que de l'environnement dans lequel il se trouve (Universite de Mbarara) il pourrait etre 
interessant pour lui de suivre certaines formations complementaires ( epidemiologie, 
statistiques) si le besoin s'en fait sentir. Ces formations pourraient etre trouvees au sein de 
l'universite meme, au sein de l'universite de Makerere (Kampala) OU plus generalement etre 
apportees par des intervenants exterieurs (Cirad-Emvt). Des formations a distance telles que 
celles dispensees par le CESAM (Centre d'Enseignement de la Statistiques Appliquees a la 
Medecine) OU par L'ENV A/CIRAD en epidemiologie animale pourraient egalement etre a 
env1sager. 
5. Propositions 
5.1. Hypotheses de travail et axes de recherche 
~ Evaluation generale du risque zoonotique de la tuberculose bovine : 
Il s'agit tout d'abord d'avoir une vision generale sur le risque de la tuberculose bovine 
en tant que maladie transmissible a l' homme. Pour cela il convient de realiser une synthese 
bibliographique aussi complete que possible sur le sujet. Suite a cette synthese il doit etre 
possible de connaitre l' etat d'avancement des connaissances sur les possibilites de 
franchissement de la "barriere d'espece" de M bovis mais aussi de M tuberculosis, sur les 
differentes techniques de diagnostic differentiel entre ces deux mycobacteries, sur les 
recherches de facteurs de risques associes a M bovis chez les humains et sur les premiers 
travaux permettant d'apprecier ce risque. 
~ Approche analytique: evaluation des facteurs de risque et des populations a risque 
• Facteurs de risque et elevage : il s'agit dans cette partie du travail d'essayer de 
faire ressortir des facteurs liant de fa9on significative les cas humains de 
tuberculose a M bovis et les cas de tuberculose bovine. Une premiere enquete 
aupres des patients infectes par M bovis doit permettre de faire ressortir certains 
facteurs de risque. Pour ce faire outre ces patients il faudra mener l' enquete aupres 
d'un lot temoin afin d'avoir un protocole du type« Cas-Temoins ». Dans ce travail 
on pourra tout d'abord approcher les facteurs de risque par une analyse multivariee 
descriptive, avant de determiner les odds ratio qui leur sont associes. 
Une fois ces facteurs identifies, il faut encore faire la preuve qu'ils ont un caractere 
causal. Pour cela il faut outre etudier l'impact de M bovis dans la population 
humaine, revenir sur le terrain et verifier si les facteurs de risques sont bien 
associes de fa9on causal a la tuberculose humaine a M bovis ( absence de facteur 
tiers, anteriorite .. . ), ce travail peut etre mener dans le district de Mbarara selon un 
protocole d'enquete du type« Expose-Non expose». 
Remarque: L'etude des cas de tuberculose humaine au sein de l'hopital de 
Mbarara pour evaluer l'impact de M bovis comporte un biais important qu'il 
faudra prendre en compte lors de !'analyse des resultats. En effet, ne sont pris en 
consideration que les personnes se presentant a l'hopital, or il semble que les cas 
de tuberculose humaine dus a M bovis sont classiquement extra-pulmonaires, le 
diagnostic n'est done pas toujours evident et les personnes concemees ne 
consultent pas forcement. On risque done d'avoir une certaine sous-estimation du 
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nombre de cas. Ceci justifie egalement l'enquete transversale qui permettra d'avoir 
une approche differente des malades. 
• Facteurs de risque et productions animales: l'etude des filiere lait et filiere viande 
en rapport avec les cas de tuberculose humaine pourra aussi mettre en evidence la 
presence ou l' absence de lien. Cette etude des filieres devra permettre egalement de 
pointer les points critiques et de proposer des scenarii de controle ( etude HACCP). 
},> Evaluation de l'impact de M tuberculosis clans le cheptel bovin 
La transmission de la tuberculose outre de l'animal a l'homme peut egalement passer 
de l'homme a l'animal. On peut ainsi avoir un cycle complet entre l'homme et ses 
animaux de rentes voire ses animaux domestiques. Ainsi il peut etre interessant de 
rechercher l'etiologie des cas de tuberculose bovine afin de verifier la probabilite 
d'avoir un cycle entre l'homme et les animaux avec M tuberculosis. Dans cette 
eventualite on aurait des animaux infestes par un ou plusieurs cas humains pouvant 
ensuite amplifier la dissemination de la tuberculose · a M tuberculosis, cette 
amplification serait al ors due a la distribution des produits animaux (lait ; viande) 
plutot qu'au contact ou au confinement des homm.es avec les animaux (systeme 
d'elevage plutot extensif). 
Porcins et animaux 
domestiques = 
reservoir 
t 
D 
Mycobacterium 
tuberculosis 
t t t t 
n n n n 
i i t i 
• • • 
• • • 
14 
~ Brucellose et sante publique : de la meconnaissance de la brucellose dans les syndromes 
febriles au sein la population humaine 
Les syndromes febriles en zone paludeenne sont generalement associes au paludisme 
sans qu'une veritable recherche etiologique soit effectuee (dans les cas benins). 
Parallelement, la clinique de la brucellose humaine associe une triade classique mais 
inconstante 11 fievre ondulante sudoro-algique" pour les formes (ou durant la phase) 
septicemiques. Lors de brucellose subaigue on observe alors des localisations 
viscerales avec possibilite d'acces febrile, n'importe quel viscere peut etre touche. La 
plupart du temps !'infection due a B. abortus est a l'origine de formes mineures avec 
un etat pseudo grippal transitoire parfois associe a des formes a localisation viscerale 
(splenomegalie ... ). Ceci cependant ne prend pas en compte le statut immunitaire de 
l'individu. Dans les cas d'immunodeficience ces formes peuvent etre alors beaucoup 
plus graves. Par ailleurs, sans minimiser !'importance medicale des infections a 
Bruce/la abortus (origine bovine), il faut noter la gravite chez l'homme de !'infection 
a B. melitensis contractee aupres du reservoir ovin et caprin. 
11 paralt done opportun d'initier un travail de recherche sur l'etiologie des acces 
febriles en particulier chez les eleveurs. Le protocole de l'etude preliminaire (etudiant 
en Master) reste encore a elaborer. 
~ Epidemiologie analytique et synthetique : 
A l'issus de cette premiere etude et en fonction des resultats obtenus il pourra etre 
interessant de mener un travail de recherche sur les causalites et sur !'elaboration d'un 
modele explicatif de la brucellose en tant que zoonose. 
5.2. Le diagnostic etiologique de la tuberculose, methodes et faisabilite 
Il faudra au cours de ce paragraphe bien distinguer les tests de diagnostic permettant 
de mettre en evidence une tuberculose en particulier humaine (complexe M. tuberculosis) des 
tests qui permettront de differencier au sein de ce complexe le bacille M bovis. 
5.2.1. Les prelevements 
En medecine humaine le type de prelevements dependra de 1' expression clinique de la 
tuberculose. S'il s'agit d'une tuberculose pulmonaire, on preleve !'expectoration obtenue par 
un crachat ou par un tubage gastrique. On peut aussi obtenir les secretions bronchiques au 
cours d'une fi_broscopie par aspiration, brossage ou lavage broncho-alveolaire. S'il s'agit d'une 
tuberculose extra-pulmonaire, on recueille, suivant les cas, les liquides de ponction, le liquide 
cephalo-rachidien (formes meningees) les urines ou le pus. 
5.2.2. Tests phenotypiques 
~ Examens optiques 
La recherche des mycobacteries au microscope est realisee apres coloration de Ziehl 
ou coloration a l'auramine (cf. annexe) sur des etalements du produit pathologique effectues 
directement ou apres homogeneisation. 11 ne faut pas oublier qu'en plus du Mycobacterium 
tuberculosis, d'autres mycobacteries (Mycobacterium bovis, Mycobacterium avium, 
Mycobacterium kansasii, Mycobacterium fortuitum, etc.) peuvent etre observees au 
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microscope sans que l'on puisse les distinguer a cette etape. L'identification ulterieure est 
assuree par le.s methodes de culture OU d'amplification genique. 
~ Culture 
En France la confirmation des cas de tuberculose permettant la denomination de cas 
confirme n' est acceptee que si la maladie due a une mycobacterie du complexe tuberculosis 
est prouvee par la culture. 
Elle est done indispensable comme prealable la plupart des diagnostics. On ensemence 
le produit, eventuellement concentre et decontamine (homogeneisation) sur milieu solide le 
plus souvent milieu de Loewenstein-Jensen. Les milieux de culture varient en fonction des 
ingredients qui sont ajoutes a la gelose. Une fois que les colonies sont formees, on procede a 
leur examen visuel et microscopique et a des tests d'identification biochimique ou de 
chromatographie liquide a haute performance (CLHP). II s'ecoule en moyenne quatre a six 
semaines entre la mise en culture et l 'obtention des premiers resultats. Les laboratoires des 
centres hospitaliers attendent de huit a douze semaines avant de conclure a une absence de 
cro1ssance. 
De plus en plus, les centres hospitaliers utilisent un milieu liquide qui permet la 
detection du bacille tuberculeux une a deux semaines plus tot que les systemes conventionnels 
(cf annexe). Ce type de culture (milieu liquide) necessite cependant un materiel tres 
cofi.teux et n'est qu'un prealable avant la distinction de M. hovis au sein du complexe 
Mycohacterium tuberculosis. 
~ Identification 
Elle se fonde sur la morphologie, l'aspect des colonies et les caracteristiques 
biochimiques (niacine, nitrate reductase ... ) 
PIGMENT CULTURE NIAC CATALASE NIT TCH 
p s R E 36°C 42°c 22°c 10°c 
tuberculosis - - - + + - + + - + 
hovis - - - - + - - + - -
africanum - - - - + - V + - V 
BCG - - - + + - - + - -
kansasii + - - + + - - ++ + + 
marinum + - + - F - V ++ F -
gordonae + + - + + - - ++ + -
xenopi + + - + + + - ++ + -
scrqfulaceum + + - + + - - ++ + -
avium - - - + + V - ++ + -
ulcerans - - - + - - - ++ + -
foftuitum 
- - + + + + - ++ + + 
sme f!..11latis - - + + + + - ++ - + 
+=test positif, - = test negatif, v = resultat variable, F = faiblement positif 
P = photochromogene, S = scotochromogene, R = colonies R, E = colonies 
eugoniques, 36°C = culture a 36°C, 42°C = culture a 42°C, Niac = production d'acide 
nicotinique, 22°C - active a 22°C, 70°C = active a 70°C, NIT = reduction des nitrates en 
nitrites, TCH = culture en presence d'acide thiophene 2 carboxylique. 
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);;a, Antibiogramme 
La resistance des bacilles de la tuberculose aux antibiotiques est la consequence de 
mutations. 11 faut done detecter, dans la population de bacilles infectant un malade, les 
mutants resistants a des concentrations d'antibiotiques voisines de celles obtenues in vivo au 
cours des traitements. Si la proportion de mutants resistants depasse le taux de 1 %, le 
traitement risque d'etre inefficace. Des resistances ou des sensibilites particulieres a 
certains antituberculeux peuvent etre caracteristiques de certaines mycobacteries. 
);;a, Autres techniques d'isolement et d'identification 
Le diagnostic biologique d'infection a mycobacteries necessite done de longs delais. 
Ces demieres annees, des methodes rapides se sont developpees (cf annexe). Ces differentes 
techniques recentes sont cependant tres cofi.teuses et ne permettent pas de differencier 
M. bovis du complexe M. tuberculosis. 
5.2.3. Serologie 
La serologie n'est a considerer a l'heure actuelle que comme une technique de 
diagnostic du complexe tuberculosis. 
);;a, Methodes immunologiques 
La detection d'antigenes mycobacteriens s'est revelee decevante a cause de 
nombreuses reactions croisees. L'amelioration des connaissances sur ces antigenes et la 
production d'anticorps monoclonaux plus specifiques permettent d'esperer des performances 
ameliorees. 
La mise en evidence d'une allergie tuberculinique par des tests cutanes est connue et 
appliquee depuis longtemps. Elle detecte les sujets sensibilises, malades ou non. 
Le serodiagnostic par hemagglutination passive mis au point en 1948 par Middlebrook 
et Dubas n'a guere ete utilise en raison de son manque de sensibilite et de specificite. 
L'utilisation de preparations antigeniques purifiees n' a ameliore ni la sensibilite ni la 
specificite de la methode. 
Selan l'Institut de Veille Sanitaire "les tests serologiques actuellement commercialises 
sont d'interpretation incertaine : leur emploi n'est pas recornmande en l'etat actuel". 11s ne 
supplantent actuellement pas les diagnostics par microscopie (Perkins and Kritski, 2002 ; 
Vincent V. Comm. Pers.) 
);;a, Interferon Gamma 
11 existe un test commercial appele QuantiFERON-TB. Ce test permet le diagnostic de 
la tuberculose en mesurant la reaction irnmunitaire a mediation cellulaire d'un individu 
tuberculeux. Les individus atteints par M tuberculosis ont des lymphocytes dans leur sang 
qui reconnaissent les antigenes specifiques des mycobacteries dans les preparations de 
tuberculine a proteine purifie (PPD) suite a une exposition anterieure des lymphocytes a la 
tuberculose de M tuberculosis. Ce processus de reconnaissance par les lymphocytes induit la 
generation et la secretion d'une cytokine, l'interferon-gamrna (IFN-y). Le test QuantiFERON-
TB se base sur la stimulation des cellules de T precedemment sensibilisees par exposition aux 
mycobacteries. 11 permet de mesurer dans les rnicroplaques 24-puits la quantite d'IFN-y 
secretee par les lymphocytes sensibilises par M tuberculosis en reponse aux antigenes de 
stimulation. 
Le test QuantiFERON-TB est done un test diagnostic d'aide a la detection de 
l'infection par Mycobacterium tuberculosis. Son avantage diagnostic par rapport aux 
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methodes classiques n'est pas prouve (cf annexe). II permet de differencier l'infection par 
le complexe M tuberculosis de celle par M. avium mais ne permet pas de faire la 
difference entre les differents bacilles au sein du complexe. 
5.2.4. Biologie moleculaire 
Methodes d'amplification genique 
Les methodes d'amplification genique consistent a amplifier et detecter une sequence 
nucleique specifique. Le processus est extraordinairement puissant (le seuil de sensibilite in 
vitro est d'une molecule d'A.D.N.) et rapide, car il s'affranchit du temps de generation des 
bacilles en ne mettant en reuvre que des reactions enzymatiques. Ces methodes ont done la 
potentialite d'identifier specifiquement les bacilles de la tuberculose en quelques heures, 
directement d~ns les echantillons cliniques sans que le prealable d'une culture bacterienne soit 
necessaire. Elles regroupent differentes techniques variant par leurs procedes d'amplification. 
Les plus repandues sont la reaction en chaine par polymerase (P.C.R. cf annexe), la reaction 
en chaine par ligase (L.C.R.), l'amplification par deplacement de brin (S.D.A.), l'amplification 
isothermique d'A.R.N. via un intermediaire d'A.D.N. 
L'application de ces methodes a la mycobacteriologie clinique etait done tres 
prometteuse quant a la reduction des delais necessaires aux examens bacteriologiques. 
Cependant, ces techniques appliquees directement aux echantillons cliniques, n'ont pas 
fait la preuve de leur efficacite et presentent des defauts de sensibilite comme de 
specificite. La sensibilite varie fortement selon que les prelevements sont positifs ou negatifs 
a l'examen microscopique. De 97-95 % pour les prelevements positifs, la sensibilite chute a 
75-60 % pour les prelevements negatifs. Quant a la specificite, elle depasse rarement 97% 
d'ou une valeur predictive de 5% a 75% selon que !'incidence de la tuberculose dans la 
population testee varie de 0,2 a 10% ( donnees In VS). 
L'indication de la methode d'amplification genique est limitee en France aux cas de 
forte suspicion d'infection viscerale, et seulement en cas d'examen direct negatif. 
Ces tests font l'objet de recherches intensives en vue d'ameliorer leurs performances. 
Aujourd'hui, Jes resultats de ces seuls tests ne peuvent etre consideres pour elaborer ou 
modifier une strategie therapeutique. 
Des techniques rapides sont egalement utilisables pour identifier une souche isolee 
• Hybridation de l'ADN et de l'ARN bacterien avec une sonde marquee. Les 
performances de sensibilite et de specificite des sondes commercialisees sont 
satisfaisantes, au moins pour les bacilles de la tuberculose, Mycobacterium avium et 
M gordonae. L'identification des especes par sequen9age de fragments 
polymorphes de sequences conservees (A.R.N. l 6S, genes codants pour la proteine 
65 kD ... ) necessite un appareillage cofi.teux et reste reservee a quelques 
laboratoires hautement specialises en mycobacteriologie. Diverses techniques de 
biologie moleculaire (hybridation ou sequen9age de sequences cibles) permettent 
de detecter des resistances par !'identification des mutations dans les genes codants 
pour les molecules cibles des antibiotiques. L'utilisation de ces dernieres 
methodes reste experimentale. 
• Detection de l'acide tuberculostearique par chromatographie gazeuse et 
spectrometrie de masse. 
Selon le ministere de la sante du Canada : "Amplification methods, if used, should be 
performed only in addition to microscopy and culture until they are demonstrated to be 
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equivalent or superior in sensitivity and specificity to culture." (Recommandations from the 
national consensus conference on tuberculosis, dee. 3-5, 1997) 
Concemant la differenciation des differentes souches appartenant au complexe 
tuberculosis la societe Hain Life Science a mis au point le test Geno Type® MTBC base sur la 
technique DNA.STRIP® (cf. annexe). Neanmoins cette technique tres cofiteuse necessite 
une mise en culture prealable, de plus ii semble que sa sensibilite ne soit pas tres bonne 
(V. Vincent Comm. Pers.) et elle reste reservee au cas de tuberculose averee ou la souche est 
douteuse et reagit de fac;:on incoherente aux tests de differenciation biochimique (Institut 
Pasteur, Paris). 
5.3. Grandes lignes de l'analyse du risque pour la sante publique des deux zoonoses 
Tuberculose et Brucellose 
5.3.1. Travail initial dans le cadre du PhD du Dr Byarugaba sur la tuberculose dans le 
district de Mbarara : 
7 Prevalence de M bovis chez les patients atteints de tuberculose admis dans 
l'hopital de Mbarara 
7 Role respectif de M. bovis et M. tuberculosis dans le cheptel bovin du 
district de Mbarara 
7 Facteurs de risque associes a la tuberculose humaine a M. bovis (population 
a risque ; pratiques a risque) 
7 Elaboration de differents scenarii et estimation quantitative (prenant en 
compte et la variabilite et !'incertitude) du risque 
7 Construction d'un outil d'aide a la gestion: l'arbre de decisions 
7 Proposition de recommandations a differents niveaux : consommateurs et 
eleveurs ; ministere de la sante publique et ministere de l' agriculture 
(Services V eterinaires nationaux) 
5.3.2. Initiation d'un travail du meme type sur la Brucellose avec l'Universite de 
Makerere (MSc) 
7 Impact de la Brucellose chez les patients atteints d'acces febriles (fievre 
ondulante, sueur a forte odeur de paille, douleurs en particulier 
articulaires) 
7 Role respectif de Brucella melitensis et Brucella abortus chez les patients 
7 Facteurs de risque associes a la Brucellose humaine (part respective des 
elevages d' ovins-caprins et de bovins) 
7 Estimation du risque zoonotique lie a la Brucellose 
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5.4. Structuration des collaborations potentielles 
Partenaire Avantages lnconvenients 
Epicentre Motivation sur le valet humain de l'etude Motivation reduite sur le valet 
tuberculose ( en particulier rapport Tub-HIV+) brucellose 
Implication dans un protocole preliminaire Experience nulle en terme de 
permettant d'explorer l'etiologie de la tuberculose (analyses) 
tuberculose (bibliographie, redaction du Capacite de laboratoire reduite : 
protocole et du budget) - besoin en formation 
Presence sur Mbarara - besoin limite en materiel 
Experience en PCR sur la malaria (adaptation - besoin en terme 
necessaire) d'amelioration des locaux 
(normes de biosecurites) 
PACE Motivation sur le volet humain et animal Budgetisation de la collaboration 
Maitre d'reuvre de reseaux fantaisiste : possibilite de revision 
d'epidemiosurveillance sur plusieurs maladies Experience en terme de TB et 
de la liste A de l'OIE, pouvant etre mis a Brucell. nulle 
disposition d'un projet tuberculose ou 
brucellose 
Serotheque sur differentes regions d'Ouganda 
(Mbarara-Nord-est) remontantjusqu'en 2000 
Motivation et capacite en terme d'Elisa de 
differenciation entre M bovis et M tb. 
Nat. TB Prgr Capacite et experience en terme de mise Acheminement necessaire des 
(NTBP) culture du complexe tuberculosis echantillons 
Interet (financier ou scientifique ?) en terme 
de collaboration 
Laboratoire fonctionnel respectant les normes 
de biosecurite 
JCRC Competences techniques de haut niveau Surcharge de travail 
( culture - PCR..) Interet financier et scientifique 
Equipement et niveau de recherche tres eleves trap marque 
Capacites d'accueil et 
d' encadrement limitees 
Universite de Memorandum of Understanding avec le Cirad Absence de moyens financiers 
Makerere Interet pour 1' etude de la Brucellose (Master 
degree of Science avec la faculte veterinaire) 
Cooperation initiee sur l'etude de la qualite du 
1ait 
DVO Presence d 'un reseau de 40 agents ( dont 20 Absence de moyens financiers 
veterinaires) repartis dans les differentes Absence de materiel de 
paroisses du district. prelevement et d'analyse. 
Connaissance des eleveurs 
Mandat national (difficilement applicable) 
dans la surveillance des abattages locaux 
Les differentes reunions de travail effectuees durant la nuss10n ont permis de 
determiner les differents partenaires avec qui il sera possible de travailler dans le cadre de 
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l'etude sur la tuberculose. Concernant la brucellose, une premiere avancee a eu lieu avec la 
faculte veterinaire de l'universite de Makerere mais il reste encore a definir le type et les 
conditions de travail attendus. 
~ La tuberculose : 
Dans le cadre de la these du Dr Byarugaba et concernant le valet humain une forte 
implication d'Epicentre a ete conclue de fa9on informelle pour l'instant. 11 s'agit tout 
d'abord de commencer une pre-etude qui permettra d'avoir une idee de la prevalence 
de la tuberculose humaine due a M bovis. Les suites donnees a cette implication 
d'Epicentre dependront de ces resultats. Si la prevalence relative de M bovis par 
rapport a M tuberculosis est inferieure a 5% Epicentre n'est plus interesse. Par contre 
et comme on peut le penser en particulier si on s'interesse aux personnes 
immunodeprimes, si la prevalence relative de M bovis est superieure a 5% alors 
l'organisation Epicentre s'engage a poursuivre sa collaboration scientifique et 
technique. 
Cette collaboration scientifique est pour l'instant concretisee par le "road map" conclut 
avec Epicentre (cf. chronogramme). 
Du point de vue technique, Epicentre possede actuellement du materiel permettant de 
realiser des PCR (utilise pour les diagnostics de paludisme pour l'instant) au sein de 
l'hopital de Mbarara. Il serait possible d'utiliser ce materiel pour effectuer des PCR 
tuberc:ulose. Cependant il semble pour l'instant (a confirmer) que les PCR tuberculose 
ne puissent etre effectuees qu'apres culture des prelevements en particulier quand il 
s'agit de PCR de differenciation du complexe tuberculosis (cf. annexe). 
Concernant les possibilites de culture des mycobacteries le NTBP qui possede une 
experience certaine dans le domaine est pret a accueillir le Dr Byarugaba dans ces 
locaux et pour ses manipulations. Au sein de ce laboratoire il sera egalement possible 
au Dr Byarugaba d'effectuer des tests biochimiques et des antibiogrammes pour le 
diagnostic etiologique de la tuberculose. Un accord financier ( cout des reactifs, des 
milieux, du materiel) doit etre envisage avec le NTBP. 
Remarque : Concernant la differenciation entre M bovis et M tuberculosis, il convient 
encore d'etablir la faisabilite d'une PCR tuberculose et ensuite de comparer les couts 
et les performances de cette methode vis-a-vis des methodes classiques biochimiques 
(sensibilite, specificite). Si l'information ne peut pas etre obtenue suffisariunent 
rapidement, il faudra commencer la pre-etude en utilisant les methodes dites 
classiques. ( cf. chronogramme) 
Pour ia partie animale de la these, il faut que le Dr Byarugaba rentre en contact 
rapidement avec les acteurs du Pace, afin de connaitre le protocole exact de leur 
enquete transversale (cf. infra) et d'identifier les eleveurs du district de Mbarara pour 
lesquels il faudra etablir un questionnaire. 
Un contact avec le Dr Sserunjoji de l'universite de Makerere a ete initie par le Dr 
Patrice Grimaud. Dans le cadre du valet produits animaux de la these, le travail qui va 
etre effectue par une stagiaire du Cirad sur les produits laitiers de juin a novembre 
2004 devra prendre en consideration l'aspect statut vis-a-vis de la tuberculose de ces 
produits. Une rencontre avec la stagiaire est prevue au Cirad de Montpellier avant son 
depart a ce propos. De son cote le Dr Sserunjoji doit se renseigner sur les possibilites 
de PCR tuberculose sur le lait. 
11 convient d'initier un travail identique sur la filiere viande. Dans cette optique il sera 
possible de proposer un stage a un etudiant du Cirad pour effectuer une partie de ce 
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travail. II faut egalement se renseigner d'une part sur les possibilites de PCR 
tuberc.ulose sur la viande et d' autre part aupres des autorites competentes sur les 
possibilites d'une etude de la filiere viande (collecte des animaux, abattoir, circuit de 
distribution . .. ). 
~ La brucellose : 
Lors de la reunion avec le professeur Eli Katunguka-Rwakishaya (doyen de la faculte 
veterinaire de Makerere), il a ete convenu qu'un travail serait commence cette annee 
par etudiant de master sur l'etude de l'impact de la brucellose en pathologie humaine. 
Le 07 avril 2004, un etudiant en master de medecine veterinaire preventive dans cette 
meme faculte, le Dr. Edward Ssekawojwa, a pris contact avec le Dr Camus ( directeur 
du Cirad-Emvt) afin d'obtenir un appui scientifique et financier sur son projet de these 
concemant les facteurs de risque associes a la brucellose. Une collaboration avec 
appui scientifique peut des a present etre proposee a cet etudiant soit en essayant 
d'inclure dans son etude un aspect "impact sur la sante humaine", soit en completant 
ce travail par un autre portant sur le volet humain de cette maladie. 
5.5. Reseau d'epidemiosurveillance et tuberculose 
Dans le cas qui nous conceme et parce que l'on traite de zoonose il faudra mettre en 
place un systeme particulier incluant une relation etroite entre veterinaires et medecins. 
Soit en prenant appui sur la structure mise en place par le PACE sur differentes 
maladies animales majeures (FA, PPA, RP .. . ) soit en s'appuyant sur !'experience de ce 
programme et en collaboration avec le DVO on pourra proposer une premiere approche au 
niveau du district de Mbarara. Au-dela il faut prendre conscience que c'est 
l'epidemiosurveillance qui permet a un pays !'acquisition du statut de territoire indernne 
d'une maladie (importance pour les echanges intemationaux d'animaux ou de produits 
animaux). Neanrnoins a ce niveau !'organisation est du ressort des pouvoirs publics, 
lesquels peuvent s' appuyer sur des organisations professionnels et des experiences 
concluantes a des echelles moindres. 
Remarque 1 : les actions d'epidemiosurveillance peuvent tout a fait porter sur un 
echantillon de la population consideree sous reserve de representativite et de tirage 
aleatoire. Cette methode allie des facilites de faisabilite a une modicite de son cout. 
Remarque 2 : Courant avril le PACE doit mettre en place une enquete transversale 
entrant dans le cadre de la sero-surveillance de la RP. Dans le district de Mbarara cette 
enquete va etre realisee dans chaque paroisse sur les animaux de 2-3ans d'age. Des 
collectes de serums vont etre realisees et les echantillons seront stockes au sein de la 
serotheque du PACE. En accord avec les responsables du programme il semble tout a fait 
possible d'utiliser ces echantillons pour des analyses specifiques dans le cadre de 
1' enquete sur la seroprevalence de la tuberculose. 
5.6. Prophylaxie en Ouganda 
En Ouganda une premiere etude (Castel, 2001) a montre que la prevalence animale 
de la tuberculose etait de 6%. Dans ces conditions ii est peut-etre possible d'envisager 
une prophylaxie sanitaire si tant est que le gouvemement puisse apporter un appui 
financier a l'abattage des animaux contamines. Une premiere etape d'essai terrain 
pourrait etre envisagee a l'echelle du district de Mbarara, dans le cadre d'accord avec 
le DVO et avec un soutien financier exterieur. 
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Remarque: Compte tenu des problemes de sensibilite et de specificite de la methode 
utilisee dans cette etude ( IC95spe (0. 7 4 ; 1) et IC95sens (0.44 ; 0.98) ) (Faye et al. In 
press) les donnees de prevalence sont a prendre avec beaucoup de precaution. En 
particulier l' IC de la sensibilite etant tres important on peut penser que ces resultats 
cachent une forte sous estimation de la prevalence (nombreux faux negatifs). I1 en 
resulte qu'envisager une prophylaxie sanitaire des a present peut paraitre un peu 
presomptueux. Une etude plus sensible devra d'abord etre menee ainsi qu'une 
evaluation economique de la faisabilite de ce type de prophylaxie ( etude 
cout/benefice). Concemant ce dernier point il faut done souligner le besoin d'une 
etude prealable sur l'impact economique de la tuberculose en elevage bovin dans le 
district de Mbarara pour commencer. 
5.7. Besoins en formation 
Les besoins en formation restent encore a definir avec les partenaire et en etroite 
relation avec les acteurs du dossier en particulier Frederick Byarugaba et l'etudiant devant 
travailler sur la tuberculose. 
5.8. Besoins en infrastructure et en materiel 
Le budget est en cours d' elaboration avec les differents partenaires pressentis 
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6. Chronogramme previsionnel 
Nous pouvons proposer le chronogramme previsionnel suivant. La premiere partie fait suite aux entretiens et aux decisions prises avec 
Epicentre. La suite du chronogramme est a construire et a valider par les differents acteurs impliques. 
Activite Personnes en charge Date reaHsation 
Bibliographie « Tuberculose maladie animale » Dr Eric Etter (Cirad-Emvt Montpellier) 30 avril 2004 
Bibliographie « Tuberculose maladie humaine » Dr Laurence Ahoua (Epicentre) 30 avril 2004 
Transfert de documents bibliographiques au Dr Frederick Dr Patrice Grimaud (Cirad-Emvt Ouganda) Avril 2004 
Byarugaba 
Contact ave le Dr. Edward Ssekawojwa Dr Patrice Grimaud (Cirad-Emvt Ouganda) Avril 2004 
Evaluation du projet de these du Dr. Edward Ssekawojwa et Dr Patrice Grimaud (Cirad-Emvt Ouganda) Avril 2004 
des possibilites de soutien financier Dr Eric Etter (Cirad-Emvt Montpellier) 
Etablissement d'un devis concernant les methodes dites Dr Frederick Byarugaba (Univers. Mbarara) 15 mai 2004 
classiques de diff erenciation M bovis et M tuberculosis Dr Patrice Grimaud (Cirad-Emvt Ouganda) 
Calcul du coftt et des moyens necessaires (materiel) pour la Dr Eric Etter (Cirad-Emvt) 15 mai 2004 
PCR de differenciation M bovis et M tuberculosis Dr Patrice Grimaud (Cirad-Emvt Ouganda) 
Dr Laurence Ahoua (Epicentre) 
Elaboration du questionnaire a mettre en place aupres des Dr Frederick Byarugaba (Univers. Mbarara) Mai2004 
eleveurs de bovins 
Bibliographie de synthese « Tuberculose : une zoonose » Dr Frederick Byarugaba (Univers. Mbarara) Mai2004 
Budgetisation de l'etude preliminaire (100 patients) Dr Laurence Ahoua (Epicentre) 30 avril 2004 
« Etiologie de la tuberculose humaine a l'hopital de 
Mbarara » 
Echantillonnage pour 1' etude generale sur « Etiologie de la Dr Eric Etter (Cirad-Emvt) 30 avril 2004 
tuberculose humaine a l'hopital de Mbarara » 
Protocole de l'etude preliminaire « Etiologie de la Dr Laurence Ahoua (Epicentre) 15 mai 2004 
tuberculose humaine a l'hopital de Mbarara » (1 er draft) 
Realisation du travail de terrain « enquete preliminaire » Dr Frederick Byarugaba (Univers. Mbarara) Mi-mai a Juillet 2004 
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(Hopital de Mbarara) 
-recolte d'echantillons et questionnaire-
Realisation du travail de laboratoire (type d'analyses et Dr Frederick Byarugaba (Univers. Mbarara) Juin a Aofrt 2004 
localisation a definir) 
Analyse des resultats Dr Frederick Byarugaba (Univers. Mbarara) Aofrt~Sept 2004 
Assiste des Dr Eric Etter (Cirad-Emvt Montpellier) 
et Dr Patrice Grimaud (Cirad-Emvt Ouganda) 
Discussion des resultats et definition de la politique de Dr Frederick Byarugaba (Univers. Mbarara) Fin sept 2004 
recherche a venir a envisager Dr Eric Etter (Cirad-Emvt Montpellier), Dr Patrice 
Grimaud (Cirad-Emvt Ouganda), Dr Laurence 
Ahoua (Epicentre) et Dr Patrice Pio la (Epicentre) 
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A 
7. Planning : 
2004 2005 2006 
M J I J I A IS OINIDIJIFIMIAIMIJIJIAIS IOIN ID IJIFIMIAIMIJIJIAIS IOINID 
Bibliographie 
~"' 
Note : Aucun travaux de terrain n'est prevu pour l'instant apres aout 2005, en effet leurs opportunites et leurs definitions dependront des resultats 
obtenus au cours des premieres etudes (hopital, eleveurs, filieres ). 
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8. Schema decisionnel concernant les actions de recherche sur la 
Tuberculose en Ouganda 
G0t1 
Analyses PCR possibles 
avec Epicentre 
~G;) 
• Mise en culture au NTBP 
• PCR a Mbarara (labo Epicentre) 
/ 
Prevalence de M 
bovis>5% au moins chez 
les patients HIV lors de 
l' etude preliminaire 
-..., 
_,I 
• Mise en culture au NTBP 
• Tests biochimiques et 
antibiogrammes au NTBP 
G0t1' ~ G;) 
• Epicentre renforce son engagement 
l 
• Etude sur l'etiologie de la 
tuberculose humaine poursuivie 
( echantillon representatif) 
• Enquete retrospective sur 
I' environnement des patients 
positifs a M bovis 
• Poursuite de I' analyse de risque liee a 
la consommation de produits d'origine 
animale 
• Enquete dans !es elevages (role de M 
tuberculosis chez !es bovins -
tuberculose bovine et risques humains) 
• Desengagement d'Epicentre 
l 
• Concentration des activites sur !'impact 
economique de la tuberculose animale 
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9. Propositions concernant les contributions du Cirad 
• Dans le cadre de l'encadrement et du suivi du "PhD tuberculose" le Cirad propose qu'avec 
le relais localement du Dr Patrice Grimaud une aide puisse etre apportee grace aux 
competences epidemiologiques et statistiques reunies sur Montpellier. Pour debuter une 
aide au travail bibliographique et a la mise au point de protocoles de recherche va etre 
realisee par le Dr Eric Etter. Cet appui pourra se poursuivre au moment de !'analyse des 
donnees et de l'exploitation scientifique de ces resultats. Des missions d'appui et 
d'evaluation du travail devront etre programmees tout au long de la these. La frequence 
pourrait etre de 6 mois a reevaluer au bout d'un an en fonction de l'avancee des travaux. 
• Des formations en biologie moleculaire, microbiologie, epidemiologie, stat1stique et 
analyse du risque peuvent aussi etre proposee localement en fonction des besoins que le 
Dr Grimaud devra evaluer : missions de formateurs du Cirad a envisager. 
• I1 serait egalement profitable pour l'etudiant en these d'envisager son accueil sur 
Montpellier dans le cadre d'une formation (protocole d'accueil a elaborer) analyse du 
risque ou autre (besoin a definir avec lui) 
• Une stagiaire du Cirad-Emvt, Nelly Grillet, doit arrivee enjuin 2004 pour travailler sur la 
qualite dans la filiere lait. Ce stage doit etre l'occasion d'apprehender le danger que 
representent la tuberculose et la brucellose dans cette filiere. Si il ne permet d'effectuer 
une estimation quantitative du risque il doit au moins permettre d'initier ce travail en 
decomposant la filiere en modules simples qui combines permettent de proposer un ou 
plusieurs scenarios d'apparition du danger. 
• Un stage CES ou CEAV Cirad-Emvt sur la filiere viande (structuration, qualite sanitaire et 
legislation - comportement alimentaire) doit etre a envisager pour fevrier 2005. 
• L'encadrement et le suivi du "Master Degree of Science sur la Brucellose" doivent se 
concretiser par une premiere prise de contact puis par la definition des attentes 
respectives. Ceci doit permettre de deboucher sur une etude prealable de l'impact de cette 
zoonose en sante publique, et ensuit un PhD sera envisageable en fonction des resultats. 
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ANNEXES 
• Termes de Reference de la mission 
• Redefinition du sujet de these de Frederick Byarugaba 
• Coloration de Ziehl et a l' auramine 
• Milieu de culture liquide 
• Autres techniques d'isolement et d'identification 
• Resume de l'article de Ameni et al., 2000, "Comparison 
between comparative tuberculin and gamma-interferon tests for 
the diagnosis of bovine tuberculosis in Ethiopia." 
• Differenciation du complexe tuberculosis par PCR 
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Mission de Eric ETTER 
Epidemiologiste au CIRAD EMVT 
Appui a ['agent Cirad en place en Ouganda. Definition des prerequis et du cadre pour la 
mise en place d'une etude des risques zoonotiques de la brucellose et de la tuberculose 
(incluant u11 etudia1tt en PhD). Etude de faisabilite sur la mise en place des reseaux de 
surveillance incluant ['analyse de risque a l'echelle du district de Mbarara. 
Termes de reference 
CONTEXTE 
Present en Ouganda depuis 1998, le Departement Emvt (Elevage et Medecine veterinaire des 
Pays tropicaux) du Cirad s'est essentiellement interesse a la production bovine laitiere, au 
travers de missions courtes ou d'appui a des stagiaires et contractuels de courte duree. Avec la 
mise en place effective du FSP « Concertation agricole et Structuration des filieres » en 2003, 
il a fait le choix d'affecter un chercheur a plein temps en Ouganda, celui-ci assurant a 
concurrence de 50% de son temps un appui en recherche au projet. Parallelement a ses 
activites scientifiques au sein du projet FSP, ce chercheur travaille avec deux universites 
ougandaises dans le cadre de "Memorandums of Understanding" qui le placent en situation de 
"visitor scientist", et il a egalement pour mission de promouvoir et d'appuyer localement les 
actions du CIR.AD, en particulier celles du departement EMVT, dans la zone. 
L'un des resultats majeurs des etudes qui ont ete faites dans les elevages du bassin de Mbarara 
est la forte prevalence dans les elevages de deux zoonoses, la tuberculose et la brucellose, 
avec des pourcentages respectifs de prevalences troupeau proches de 75 et 56 %, et de 
prevalences animal de 6 et 16 %. De tels chiffres ont alerte les pouvoirs politiques aux 
niveaux les plus hauts, qui ont exprime le souhait de connaitre la part de ces maladies 
animales dans les pathologies humaines, et cela dans un contexte ou la tuberculose pose un 
probleme de sante publique majeur en tant que maladie opportuniste chez les malades infectes 
par le virus du sida. 
Une telle demande implique une concertation etroite entre les services de sante publique et les 
professionnels de l'elevage. L'agent du Cirad en poste en Ouganda, autant a titre de 
participant au projet FSP que dans le cadre des accords passes avec l'Universite de Mbarara, 
peut jouer un role d'intermediation entre les differents organismes travaillant sur cette 
thematique. 
LES ORGANISMES CONTACTES 
Ministry of Agriculture Ania/ Industry and Fisheries (MAAIF) IP A CE 
Dr Risto Heinonen, conseiller technique du Pace en Ouganda 
Dr Rose Ademun, veterinaire epidemiologiste responsable du laboratoire 
Le Pace met en ceuvre un reseau d'epidemiosurveillance national sur la peste bovine et la 
fievre aphteuse, pour lesquelles ils possedent une base de donnees actualisees regulierement. 
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Le District de Mbarara est concerne par ce reseau et le Pace serait pret a l'activer sur d'autres 
maladies, a condition que soient financees les charges supplementaires (prelevements de 
terrain, entree des donnees, ... ). Le reseau est relaye sur place par le DVO, 'District 
Veterinary Office', visiblement de maniere passive. Le Pace possede en outre une serotheque 
de plusieurs milliers d'echantillons. 
Sur le sujet particulier d'analyses de differenciation des souches de mycobacteries, le Pace est 
pret a mettre a disposition son laboratoire dans la mesure ou une partie devrait en etre 
restauree et ou le materiel, qu'elle propose d'acquerir dans ce but (Quantiferon TB, selon une 
technique Elisa), serait finance. 
Mbarara University of Science and Technology 
Tres sensible aux conclusions des travaux du Cirad sur la tuberculose aniinale ainsi qu'a 
l'etude du lien tuberculose bovine/ tuberculose humaine, le Vice-Chancelier de l'Universite a 
confie un sujet de doctorat a l'un de ses enseignants du service de microbiologie, le docteur 
veterinaire Frederick Byarugaba, qu'il a place sous la supervision du chercheur Cirad en poste 
en Ouganda. Un document de presentation a ete elabore, le sujet precis etant 'Etude des 
facteurs influen9ant la qualite et !'hygiene des produits bovines (viande et lait) : 
Mycobacterium bovis joue-t-il un role dans l'etiologie de la tuberculose humaine dans le 
district de Mbarara ?' . 
L'etude repose sur le suivi de patients accueillis dans le service de tuberculose de l'hopital de 
Mbarara (meme campus que l'universite) avec un protocole a mieux detailler dont les grandes 
lignes sont (1) confirmation du diagnostic de tuberculose (Zielh-Nielsen); (2) envoi de 
prelevements au laboratoire de Kampala pour mise en culture et differenciation des especes de 
mycobacteries, et (3) confirmation de la souche par PCR dans le laboratoire Epicentre present 
a l'Universite. Elle se double d'un questionnaire detaille pour chacun des patients. 
Epicentre a ete ,sollicite par le docteur Byarugaba sur la faisabilite de l 'utilisation du materiel 
PCR pour la tuberculose, qui n'a pas eu ace jour (fin fevrier 2004) de reponse. 
Epicentre 
Association loi de 1901, financee a 95 % par MSF, et statut d'assimilee ONG. 
Deux medecins epidemiologistes places a Kampala, Patrice Piola (representant Epicentre en 
Ouganda) et Laurence Ahoua (arrivee recernment et plus disponible), qui travaillent 
essentiellement sur le sida et le paludisme. 
Une antenne a Mbarara, au sein de l 'Universite, avec un medecin epidemiologiste et deux 
techniciens formes en France aux techniques de la PCR, dont ils possedent le materiel pour 
les etudes qu'ils conduisent sur le paludisme. 
Favorables a une collaboration sur l'etude de la tuberculose mais demandent une estimation 
prealable du nombre de cas de tuberculose humaine due a Mycobacterium bovis avant 
consultation de leur hierarchie en France et participation a un 'consortium' demandeur de 
financements a I 'Union Europeenne. Mettent en garde centre la sanction du comite national 
31 
d'ethique (parler de 'survey' et non de 'study', verifier sur le 'guideline' relatif a la 
tuberculose disponible au Ministere de la Sante les termes utilises, .. . ). 
National Tuberculosis and Leprosy Programme 
Ce laboratoire, qui depend du Ministere de la Sante, est situe a Kampala et est dirige par 
Gaspard Guma, qui pretend qu'en l'etat actuel il n'est pas en mesure d'effectuer la 
differenciation entre M. tuberculosis et d'autres Mycobacterium, ma1s qu'un simple 
approvisionnement en reactifs lui permettrait d' y proceder. 
Autres interlocuteurs a contacter 
Ministry of Health 
Tuberculosis Programme 
National Disease Control 
: Dr Ambrose Talisuna, Ag Assistant Commisioner 
(Epidemiology and Surveillance) 
: Dr Francis Adatu, Manager 
: Dr Lwamafa, Commissioner 
OBJECTIFS DE LA MISSION 
L'objectif de cette mission est pour un expert du Cirad-Emvt d'apporter un appui technique 
en particulier dans les domaines suivants: 
TDR 1. Elaboration d'un protocole d'etude du risque de la transmission de la tuberculose 
et de la brucellose a l'homme 
TDR 2. Formation : 
a. - Evaluation du sujet de these d'un PhD a l'Universite de Mbarara 
b. - Aide au ciradien en paste dans le cadre de son affectation a l'Universite de 
· Mbarara (notamment par l'apport de support de conferences; ... ) 
TDR 3. Identification des partenaires de l'etude et des taches devalues a chacun d'entre 
eux 
TDR 4. Evaluation des outils existants et des besoins pour la realisation de l'etude 
TDR 5. Etude de l'insertion des outils identifies dans la mise en place d'un reseau 
d'epidemio-surveillance a l'echelle du district 
METH ODO LOGIE 
Afin de repondre aces objectifs, la mission propose d'effectuer les points suivants : 
Rencontre et entretiens avec les responsables de la formation a l'Universite de Mbarara 
Visite des differentes zones ou doit etre menee l'etude avec l'agent du Cirad Emvt en 
poste: evaluation des besoins en terme de suivi des reseaux d'epidemiosurveillance et de 
surveillance de la tuberculose et de la brucellose 
Rencontre avec les differents partenaires identifies et presentations de lignes directrices de 
l'etude et de leur role respectif dans cette etude 
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Participation a !'amelioration du sujet de these de l'etudiant et etude de faisabilite 
technique de cette these 
Expose des formations pouvant etre proposees par le Cirad-Emvt et dispensee par l'agent 
local 
RESULTATSATTENDUS 
Au terme de cette mission : 
• le sujet de PhD sera clairement defini 
• les partenaires seront tenus informes et un plan de motivation sera elabore 
• un plan d'actions pour debuter ce travail sera propose pour une mise en ceuvre 
immediate; les procedures d'enquete, de recolte des donnees, d'echantillonnage, ainsi 
que le role de chacun des partenaires et les moyens (techniques, humains, 
financiers ... ) ... seront definis 
• des documents relatifs aux indicateurs de performance seront proposes 
• Des propositions de strategie de controle et de la lutte contre la tuberculose et la 
brucellose seront elaborees, en mettant en evidence les points essentiels concernant la 
recolte de donnees sanitaires, le developpement d'un guide de surveillance, et leur 
rapport avec l'action de l'OIE 
• les besoins nationaux et regionaux en matiere de formation continue seront definis et 
le niveali d'implication du Cirad-Emvt dans !'organisation ou la participation a ces 
activites de formation sera precise. 
DEROULEMENT DE LA MISSION 
Cette mission se deroulera a Kampala et a Mbarara (Ouganda) du 19/03/2004 au 26/03/2004, 
selon le programme previsionnel suivant : 
Vendredi 19 mars: accueil P. Grimaud 
Samedi 20 mars : Kampala 
Ambassade de France 
Scac 
Projet FSP 
Dimanche 21 mars : Depart pour Mbarara 
17 heures : Frederic Byarugaba 
Lundi 22 mars : Mbarara 
Matin : DVO ; MUST ; Hopital 
Apres-midi: Visites d'elevage 
Mardi 23 mars : Retour de Mbarara 
Apres-midi : PACE (Entebbe) 
Mercredi 24 mars : Kampala 
Matin : Services du Ministere 
Apres-midi : Makerere University (Faculte veterinaire) 
Jeudi 25 mars: Kampala 
Matin : Epicentre 
Apres-midi : FSP / Cirad 
Vendredi 26 mars : Kampala 
Matin : Restitutions 
Apres-midi : Depart pour Entebbe 
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Risk assessment in the zoonotic problematic of tuberculosis (Mycobacterium 
bovis, Mycobacterium tuberculosis) in Mbarara district: 
Role of animal and animal products in the tuberculosis inter-specific barrier 
crossing. 
1. Role of Mycobacterium bovis in the aetiology of tuberculosis in human patients 
in the hospital of Mbarara 
2. Respective role of MycobacteriLim bovis and Mycobacterium tuberculosis in the 
aetiology of tuberculosis in Mbarara district 
3. Risk factors associated with human tuberculosis by Mycobacterium bovis 
4. Risk population (HIV+; Teenagers, Job disease ... ) 
5. Risk practice (Milk consumption, meat consumption, breeding practice ... ) 
6. Risk assessment: elaboration of different scenarii and quantitative estimation of 
risk including estimation of both incertitude and variability. Sensitivity of the 
model. 
7. Decision tools: decision tree 
8. Recommendations different levels: 
9. Breeders 
10. National Veterinary Service 
11. Consumers 
12. Human Health department 
More details: 
I. Comparison of different test to distinguish M.b. and M.t. : 
• Se and Sp of each techniques with knowledge of the patient status 
(RX, Clinical diagnostic) 
• Se and Sp without gold standard 
• Comparison of the different test for M.b. /for M.t. 
Tune up of a PCR technique in Uganda to separate M.b. and M .t. 7Ref. 
method 
7 Comparison of each test with the Ref. method 
Result of the human analysis regarding the questionnaire data 
II. Survey with SVO in fields+ questionnaire with breeders 
(role of dogs and cats?) 
Ill. Survey with the hospital patients 
Survey of the milk commodity chain (consumers, practice and sanitary 
status ... ) 
Survey of the meat commodity chain (actors of the filiere ... ) 
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Coloration de Ziehl-Neelsen - Coloration a l'auramine 
Coloration de Ziehl-Neelsen : apres action de la fuchsine a chaud (technique rapide) 
ou a froid (technique lente), on traite la preparation par l'acide nitrique puis par l'alcool. Tous 
les elements non alcoolo-acido resistants sont alors decolores. On surcolore le fond par le bleu 
de methylene et les bacilles alcoolo-acido resistants (BAAR) apparaissent en rouge sur fond 
bleu. 
Si on remplace la fuchsine par de l'auramine, qui est un compose fluorescent, les 
BAAR apparaissent, en lumiere ultraviolette, brillants sur un fond sombre et sont de ce fait 
plus facilement detectables . 
•••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••• 
Milieu de culture liquide 
De plus en plus, les centres hospitaliers utilisent un milieu liquide qui permet la 
detection du bacille tuberculeux une a deux semaines plus tot que les systemes 
conventionnels. Les systemes couramment utilises sont le Bactecmd et le Mycobacteria 
Growth Indicator Tubemd (MGIT). De plus en plus, les intervenants de sante publique 
entendront dire que le Bactecmd ou le MGIT md est positif et que la presence de bacilles 
tuberculeux est confirmee par le test NAP. 
Le systeme Bactecmd contient de l'acide palmitique marque au carbone 14 
(radioactif). Les mycobacteries utilisent et transforment l'acide palmitique pour leur 
metabolisme et liberent done du 14C02 (gaz carbonique radioactif) qui sera detecte par 
l'appareil Bactecmd. Lorsqu'une croissance est detectee par l'appareil, on s'assure que la 
mycobacterie qui pousse est bien du complexe Mycobacterium tuberculosis en procedant en 
parallele a une epreuve de confirmation. On ajoute au milieu liquide du nitro-a-acetylamino-
P-hydroxypropriophenone (test NAP) qui inhibe la croissance des mycobacteries du complexe 
Mycobacterium tuberculosis seulement. Si la croissance se poursuit, c' est qu' on est en 
presence d'une autre mycobacterie . 
•••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••• 
Autres techniques d'isolement et d'identification 
Ces dernieres annees, des methodes rapides se sont developpees. 
- systeme biphasique 
II est compose d'un flacon de milieu liquide (7H) surmonte de lames de milieux 
solides. L'echantillon est introduit dans le flacon et apres 48 heures, les milieux solides sont 
ensemences par retournement. Le systeme detecte Mycobacterium tuberculosis en une 
vingtaine de jours. Cette methode necessite un materiel cofiteux et ne permet pas la 
distinction entre M. bovis et M. tuberculosis. 
- methode respirometrique 
La detection rapide de la croissance fondee sur la mesure du taux de CO2 produit par 
le metabolisme bacterien en utilisant une methode radiometrique ou photometrique se fait en 
une quinzaine de jours. Cette technique peut etre utilisee pour realiser les antibiograrnmes. 
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Cette methode necessite un materiel cofiteux et des conditions de securite importantes 
(utilisation de produits radioactifs) de plus elle ne permet pas la distinction entre M. 
bovis et M. tuberculosis. 
- methode chimique . 
Une methode chromatographique analyse les acides mycoliques de la paroi dont le 
profil est caracteristique des differentes especes. Le cofi.t de la chromatographie est 
cependant tres eleve . 
•••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••• 
Biologie moleculaire 
Des techniques d'amplification d'acides nucleiques (ADN ou ARN) existent comme 
moyen de detection directe tres rapide des micro-organismes dans les specimens cliniques. 
Les deux principales techniques utilisees aujourd'hui sont la PCR (polymerase chain reaction 
: reaction de polymerase en chaine) de Roche Diagnostic Systems (test AMPLICOR ou 
COBAS) ·et la TMA (transcription mediated amplification : amplification par l'entremise 
d'une transcription) de Gen-Probe, commercialisee sous le nom MTD (pour Mycobacterium 
tuberculosis Direct Test) . Elles permettent de detecter le complexe M tuberculosis 
( comprenant M tuberculosis, M bovis, M bovis BCG et M africanum chez les humains ainsi 
que M microti, pathogene animal, mais rapporte pour la premiere fois en 1998 chez 
l'humain) avec une sensibilite de l'ordre de 95 % et une specificite de pres de 100 % dans les 
specimens d'origine respiratoire a frottis positif. Si le frottis est negatif, indice d'un plus petit 
nombre de bacilles, la sensibilite diminue a environ 65 %. La presence de substances 
inhibitrices dans certains specimens peut aussi empecher la detection des acides nucleiques. 
Les deux techniques mentionnees permettent par contre de detecter ces inhibiteurs pour une 
meilleure interpretation des resultats. On ne peut done pas exclure definitivement un 
diagnostic de tuberculose meme si le test d'amplification des acides nucleiques est negatif. 
Comite sur l'immunisation du Quebec, Sous-comite sur la tuberculose, Revision 2000 
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Ameni G, Miomer H, Roger F, Tibbo M. 
Comparison between comparative tuberculin and gamma-interferon tests for the 
diagnosis of bovine tuberculosis in Ethiopia. 
Trop Anim Health Prod. 2000 Oct;32(5):267-76. 
A study to determine and compare the sensitivities and specificities of the comparative 
cervical tuberculin (CCT) and gamma-interferon (IFN-gamma) tests for the diagnosis of 
bovine tuberculosis was conducted on 30 zebu oxen. The results of the tests were compared 
with the presem~e of acid-fast bacilli found by bacteriological culturing and histopathological 
examinations. The sensitivity and specificity of CCT test were found to be 90.9% and 100%, 
respectively. Those of the commercial IFN-gamma test were determined to be 95.5% and 
87.7%, respectively. No significant differences were found between the sensitivities (Yates' 
corrected chi 2 = 0.32; p = 0.57) or the specificities (Yates' corrected chi 2 = 2.54; p = 0.11) 
of the two tests. Furthermore, a positive correlation (r = 0.76) was recorded between the 
increase in skin thickness following injection of bovine purified protein derivative (PPD) and 
the optical density in the gamma-interferon assay with bovine PPD. On the other hand, the 
correlation (r = 0.47) between the change in skin thickness following injection of avian PPD 
and the optical density in the gamma-interferon assay with avian PPD was relatively weak. 
On the basis of this preliminary investigation, it was concluded that the choice between the 
two tests depends on their cost and simplicity and on livestock management and time factors 
rather than on their respective diagnostic value. 
PMID: 11059035 [PubMed - indexed for MED LINE] 
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Geno Type® MTBC 
http://www.biocentric.com 
Test genetique de differenciation des mycobacteries appartenant au complexe 
tuberculosis a partir d'une culture. 
Principe 
Le test GenoType® MTBC est base sur la technique DNA"STRIP® qui permet la differenciation 
genetique des especes/souches appartenant au complexe tuberculosis : 
M. africanum (I), M. bovis, M. bovis BCG, M. caprae, M. microti, M. tuberculosis IM. canettii IM. 
canettii ssp. lisse tuberculosis variant 2 / (M. africanum II a), M. canettii ssp. lisse tuberculosis variant 
1. La procedure complete comporte trois phases : extraction de l'ADN a partir de la culture d'une 
mycobacterie (materiel requis pour !'extraction de l'ADN non fourni), amplification a !'aide d'amorces 
biotinylees (ADN polymerase thermostable non fournie) et detection de l'ADN amplifie par hybridation 
inverse. Cette derniere phase comporte les etapes suivantes : denaturation chimique de l'ADN 
amplifie, hybridation des amplicons simples brins biotinyles aux sondes pre-immobilisees sur la 
membrane, lavage stringent et enfin addition d'un conjugue streptavidine / phosphatase alcaline suivie 
d'une revelation chromogenique. Les signaux obtenus sont facilement et rapidement interpretes a 
!'aide d'une matrice fournie avec chaque trousse. 
a Statut de M. africanum: grace aux travaux de Viana-Niero et coll. publies en 2001 (J . Clin. Microbial 
39: 57-65) : des caracteristiques genetiques constantes de ces bacilles ant ete decrits, notamment un 
motif signature specifique de spoligotypage (absence des regions 8, 9 et 39). Depuis de nouveaux 
espaceurs ant ete decrits par Van Embden et coll. Les CNR Pasteur ant entrepris une etude des 
souches classees comme M. africanum par !'analyse de 43 espaceurs traditionnels et 25 nouveaux 
espaceurs (2003 J. Clin. Microbiol 41.3: 1345-1348). Les resultats associes a ceux obtenus par 
l'etude des regions de deletions et des SNPs permettent de mieux discriminer les souches du 
complexe M. tuberculosis notamment M. africanum. Mycobacterium africanum serait un intermediaire 
entre M. tuberculosis et bovis. Les souches de l'ouest (nommees africanum type I} sont plus proches 
de M. bovis et aujourd'hui, genetiquement : M. africanum. Les souches de l'est (nommees africanum 
type II} sont plus proches de M. tuberculosis et peuvent presenter des mutations ponctuelles : 
aujourd'hui, genetiquement ce sont des M. tuberculosis. 
Precautions 
Taus les echantillons doivent etre consideres comme potentiellement infectieux et etre manipules 
comme tel. Les echantillons preleves sur des patients a risques doivent etre identifies et manipules 
dans des conditions de securite adequates. Suivre les recommandations (federale, nationale, locale} 
d'hygiene, de securite et d'environnement. Se proteger a !'aide de vetements adequats et de gants. 
Lors de la manipulation du kit, tenir compte des indications de securite suivantes : 
La Solution de Denaturation (DEN) contient de la soude (NaOH <2%) qui est irritante pour la peau et 
les yeux (R36/38 et S26, S37/39, S45). 
Le substrat Concentre (SUB-C) contient du Dimethyl Sulfoxide qui est irritant (R36/37/38 et 
S23/26/36). 
Pour des informations supplementaires, consulter les fiches de securite. 
Controle de Qualite 
Afin de controler le ban deroulement du test et le bon fonctionnement des reactifs, chaque bandelette 
comporte deux zones de controle : 
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- Une zone "Controle Conjugue" (CC) pour confirmer la fixation du conjugue sur la bandelette et le bon 
deroulement de la revelation chromogenique. 
- Une zone de "Controle Universe!" (UC) qui detecte toutes les mycobacteries connues ainsi que les 
bacteries a gram positif, riches en G+C. 
Procedure 
Preparation 
Prechauffer un· bain-marie agitant a exactement 45°C (+/- 1 °C). 
Prechauffer les solutions HYB et STR entre 37 et 45°C avant de les utiliser. 
Les reactifs ne doivent pas presenter de precipite (a noter cependant que la solution CON-Dest 
opaque). Si besoin, l'agiter. 
Remettre a temperature ambiante les autres reactifs (a !'exception des solutions CON-C et SUB-C qui 
devront etre diluees au 1 /1 ooeme). 
Dans un tube approprie, diluer le Conjugue Concentre (CON-C, orange) au 1/100eme : 
pour chaque echantillon teste, ajouter 10 µI de solution CON-Ca 1 ml de tampon Corijugue (CON-D) . 
Homogeneiser et conserver a temperature ambiante. 
Dans un tube approprie, diluer le Substrat Concentre (SUB-C, jaune) au 1/100eme: 
pour chaque echantillon teste, ajouter 1 O µI de solution SUB-C a 1 ml de tampon Substrat (SUB-D) . 
Homogeneiser. Conserver a temperature ambiante et a l'obscurite. 
Marquer les puits utilises a l'aide d'un feutre resistant a l'eau. 
• 1. Deposer 20 µI de Solution de Denaturation (DEN, bleu) a une extremite de chaque puit 
utilise .. 
• 2. Ajouter dans la solution de denaturation 20 µI d'echantillon amplifie et melanger les 2 
solutions par pipetages successifs. lncuber 5 minutes a temperature ambiante. Pendant ce 
temps, a l'aide d'une pince, sortir du tube le nombre approprie de bandelettes (STRIPS), et 
ecrire leur numero d'identification a !'aide d'un crayon dans l'espace situe sous la ligne 
coloree. Toujours porter des gants pour manipuler les bandelettes. 
• 3. Ajouter dans chaque puit 1 ml de Tampon d'Hybridation (HYB, vert) prechauffe et 
homogeneise. Eviter les eclaboussures vers les autres puits . 
• 4. Homogeneiser la solution d'hybridation ajoutee dans les puits jusqu'a ce que le melange 
obtienne une coloration homogene (eviter les eclaboussures vers les autres puits). 
• 5. Deposer une bandelette dans chaque puit utilise. Les bandelettes doivent etre entierement 
recouvertes par le liquide, avec la face sensibilisee (identifiable par la ligne coloree) tournee 
vers le haut. Les bandelettes mal orientees doivent etre remises en position a l'aide de 
pincettes propres. Afin d'eviter toute contamination, bien nettoyer les pincettes apres chaque 
utilisation. 
• 6. Placer la plaque dans un bain-marie agitateur et incuber 30 minutes a 45°C. 
Selectionner une frequence d'agitation suffisante pour assurer un bon brassage du tampon. 
Ajuster le niveau de l'eau dans le bain-marie agitateur a mi-hauteur des puits de fa9on a 
assurer un bon transfert de chaleur. 
• 7. Aspirer le contenu des puits. 
Utiliser par exemple une pipette pasteur reliee a une pompe a vide. 
• 8. Ajouter a chaque puit 1 ml de Solution de Lavage Stringent (STR, rouge) et incuber 15 
minutes a 45°C dans le bain-marie agitateur. 
• 9. A partir de cette etape, travailler a temperature ambiante et sur un agitateur plan 
(orbital, lineaire ou oscillant). 
Eliminer la Solution de Lavage Stringent. Utiliser avec une pipette pasteur reliee a une pompe 
a vide. 
Eliminer tout le liquide residue! en retournant les puits sur du papier absorbant 
• 10. Laver en ajoutant dans chaque puit 1 ml de Solution de Rin9age (RIN) et incuber pendant 
une minute sous agitation. Eliminer tout le liquide residue! avec une pipette pasteur reliee a 
une pompe a vide ou en retournant les puits sur du papier absorbant. 
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• 11. Ajouter a chaque puit 1 ml de Conjugue dilue (CON-D) et incuber sous agitation 30 
minutes. 
• 12. Aspirer le contenu des puits . Laver en ajoutant 1 ml de Solution de Rinc;age (RIN) et 
incuber pendant une minute sous agitation. Repeter ce rinc;age une nouvelle fois, puis rincer 
une fois en distribuant environ 1 ml d'eau distillee a !'aide d'une pissette. Aspirer le contenu 
des puits et bien eliminer toute trace d'eau dans les puits apres cette derniere etape en 
retournant les puits sur du papier absorbant. 
• 13. Ajouter 1 ml de Substrat dilue (SUB-D) dans chaque puit. lncuber sans agitation et a 
l'obscurite pendant 5 minutes. 
Le temps de revelation peut varier en fonction des conditions de deroulement du test (de 3 a 
20 minutes), notamment de la temperature de la piece. Des temps de revelation trop longs 
peuvent entraTner un bruit de fond qui peut gener !'interpretation des resultats. 
• 14. Arreter la reaction en rinc;ant brievement deux fois a l'eau distillee. 
• 15. A !'aide de pincettes, recuperer les bandelettes et les secher a l'obscurite entre deux 
couches de papier absorbant. 
Lecture et Interpretation des Resultats 
Une matrice est fournie avec la trousse, mais elle peut egalement etre telechargee a l'adresse 
suivante : 
http://www.hain-lifescience.de/pdf/mtbc_evaluation.pdf. Sur la feuille prevue a cet effet, caller les 
bandelettes dans leur emplacement reserve en alignant les ban des CC et UC. Noter les bandes 
positives dans l'avant-derniere colonne et determiner l'espece correspondante a l'aide du tableau 
d'interpretation. Noter le resultat dans la derniere colonne. 
Utilisation de la matrice : celle-ci permet egalement de determiner l'espece en alignant de la meme 
fac;on les bandes CC et UC des bandelettes et de la matrice. Chaque bandelette contient 13 zones 
reactionnelles : 
1 Cotijugate -Cohtrol(~C) . 
2 Universal C.ontrol (UC) 
3 MTBC 
4 
5 
6 
7 
8 
9 
10 
·11 
12 
13 
Controle Conjugue (CC) 
Une ligne coloree doit se developper dans cette zone. Cette ligne temoigne de la bonne fixation du 
conjugue et le bon deroulement de la revelation. 
Controle Universe! (UC) 
Dans cette zone sont detectees toutes les mycobacteries connues ainsi que les bacterias a gram 
positif avec un fort contenu en G+C. Lorsque cette zone et la zone Controle Conjugue developpent 
une ligne coloree alors que le reste du profil ne permet pas d'identifier specifiquement cette 
mycobacterie, celle-ci devra etre identifiee par d'autres methodes : biochimiques ou autres techniques 
de PCR dans un centre de reference (lnstitut Pasteur: spoligotyping par example). 
\ 
Seules les lignes colorees d'intensite au moins egale ou superieure a celle du Controle 
Universe! (UC) doivent etre prises en compte pour !'interpretation. 
D'autres bandes peuvent occasionnellement apparaTtre, lorsqu'une quantite importante d'amplicons a 
hybridee (voir paragraphe "causes d'erreurs"). 
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MTBC (bande 3) 
Une hybridation positive dans cette zone (ligne coloree au niveau de la bande 3) detecte toutes les 
mycobacteries connues appartenant au complexe tuberculosis. 
Bandes 4-13 
Sondes specifiques : utiliser le tableau ci-dessous pour interpreter les resultats. 
Tableau d'interpretation 
My ca bacterium 
tuberculosis 
canettii 
canettii ssp. 
lisse tub. var. 2 
b 
africanum 
(I) microti II bovis II BCG II caprae 
canettii ssp. lisse 
tuberculosis variant 1 b 
(africanum II ' ) , ,~~l x i x I : 
~=:J x x ~x!xi x I 
X I X 1~1 X I X I X 
~] X X X I X 
x] X ~~ Xro X 
~- ! x i~ I x 
~:~Di]_x! X 
x =:J I 1-----r-r 
11 
- ~
X 
X X X 
X X 
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X : Signal positif. 
Bande n° 1 : Controle Conjugue (CC). 
Bande n° 2 : Controle Universe! (UC) . 
. Bande n° 3 : bande specifique de MTBC. 
b M. canettii ssp. lisse tuberculosis: variant 1 et 2 {identification confirmee par spoligotyping, 
DrRflp et ls6110 au CNR des mycobacteries: lnstitut Pasteur Paris). 
Limitations 
Pour !'amplification, l'ADN de la mycobacterie doit etre extrait a partir d'une culture isolee d'un milieu 
solide ou liquide et a !'aide d'une methode apprapriee (voir technique extraction et amplification de 
l'ADN). 
L'ADN cible doit avoir ete correctement amplifie. 
Le test fonctionne uniquement dans la limite des regions genomiques choisies pour la differenciation 
du complexe M. tuberculosis. Le sequen9age ou !'analyse des resistances aux antibiotiques doivent 
etre realises separement. 
Causes d'erreurs 
Resultats faibles ou absence de signal (incluant la zone Controle Coniugue) 
• Temperature ambiante trap basse ou les reactifs ne sont pas restes assez longtemps a temperature 
ambiante. 
• CON-C et/ou SUB-C trap dilues ou CON-D et/ou SUB-D utilises sans dilution prealable. 
Resultats faibles ou absence de signal, excepte dans la zone de controle coniugue 
• La qualite et/ou la quantile de l'ADN extrait n'ont pas permis une amplification correcte. Analyser 
l'ADN amplifie sur un gel d'agarase 2%. Si aucun amplicon n'est visible, recommencer les etapes 
d'extraction et d'amplification. Essayer eventuellement une autre methode d'extraction de l'ADN. 
• Temperature du bain-marie trap elevee. 
Coloration non homogene 
• Les bandelettes n'ont pas ete suffisamment immergees !ors des differentes incubations. 
• Le portoir n'a pas ete correctement agite. 
Bruit de fond important 
• Les solutions CON-C et/ou Substrat SUB-C etaient trap concentrees. 
• Les etapes de lavage n'ont pas ete correctement effectuees. 
• Les solutions de Lavage ou de Rin9age etaient trap froides !ors de leur utilisation. 
Profit obtenu different des profits indigues dans le tableau d'interpretation 
• Mauvaise temperature d'incubation (verifier le bain-marie). 
• Tampon d'hybridation et/ou Solution de Lavage Stringent n'ont pas ete prechauffes assez longtemps 
ou ant ete mal homogeneises. 
• Eclaboussures pendant !'addition de la solution d'Hybridation (HYB). 
• La rapidite et l'intensite du developpement coloree sont fonction de la quantite d'ADN amplifie et des 
conditions de reaction. En cas de developpement colore rapide, !'incubation du substrat doit etre 
arretee des que les signaux sont clairement visibles, afin de prevenir toute hybridation craisee. 
• Contamination de l'ADN extrait et/ou des reactifs d'amplification avec de l'ADN precedemment extrait 
et/ou amplifie. Si les reactifs d'amplification sont contamines, un controle negatif (eau distillee sterile) 
entraTne egalement le developpement de bandes colorees . 
• La culture de depart n'est pas pure. 
• La mycobacterie isolee ne peut pas etre identifiee par ce test. Cette souche devra etre identifiee par 
d'autres methodes : biochimiques ou autres techniques de PCR par un centre de reference {lnstitut 
Pasteur, spoligotyping par exemple}. 
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Composition du kit 
Bandelettes sensibilisees avec les sondes specifiques (STRIPS). 
Melange PN (PNM) 
Contient les amorces specifiques, nucleotides.colorant. 
Solution de Denaturation (DEN) prete a l'emp/oi 
ntient NaOH <2%, colorant. 
d'Hybridation (HYB) prete a l'emploi 
t 8 a ~0% de detergent anionique, colorant. 
de Lavage Stringent (STR) prete a l'emplol 
t >25% d'un sel d'ammonium quatemaire, <1% detergent anionique, colorant. 
Solution de Rin9age (RIN) prete a l'emploi 
Milieu tamponne, <1% NaCl, <1 % detergent anionique. 
Conjugue (CON-C) concentre 
Contient de la phosphatase alcaline conjugue a la streptavidine, colorant. 
I  Tampon Conjugue (CON-D) 
Milieu tamponne, 1 % agent bloquant, <1 % NaCl. 
Substrat (SUB-C) concentre 
Contient du Dimethyl Sutfoxide,compose chromogenique. 
Substrat (SUB-D) pret a l'emplol 
Milieu tamponne, <1% NaCl, <1% MgCl2. 
Manuel d'utilisation, portoir, matrice, feuille de lecture. 
Materiel requis mais non fourni 
- Bain-marie agitateur (type TwinCubator®) 
- Pipettes reglables pour 10, 20, 200, et 1000 µI 
- Thermometre calibre 
- Gants a usage unique 
- Embouts de pipettes (de preference steriles avec filtre) 
- Eau distillee ou desionisee 
- Eprouvette 
- Papier absorbant 
- Agitateur plan (orbital, lineaire ou oscillant) 
0,5 ml I 
20 ml 
20 ml 
50 ml 
0,2ml 
20 ml 
0,2ml 
20ml 
1de chaque 
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- Chronometre 
- Pincettes 
Donnees techniques 
• Echantillon requis : culture bacterienne 
• Volume necessaire : 20 µI de solution d'ADN amplifie par echantillon 
• Duree du test : approximativement 2 heures 
• Conservation : refrigerateur (2 a 8°C). Pour une utilisation au dela de 4 semaines, ii est 
recommande de conserver le melange PN a -20°C. 
• Reference : 301 ( 12 tests) 
• Reference: 30196 (96 tests) 
Fabriquant: Hain Lifescience GmbH, Hardwiesenstra/le 1, 72147 Nehren, A/lemagne. 
http://www.hain-lifescience.de 
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